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Figure 1. Time-lapse imaging of lipid rafts in MMM murine 
macrophage cells. 
(A)Alexa Fluor® 594 dye–labeled cholera toxin subunit B (CT-B).  
(B) Qdot® 655 nanocrystal–labeled CT-B. Labeling experiments were 
performed at 4°C in complete medium 
E le cellule ? 
Lipid raft ErbB2 Β1 integrin 
Una delle prove fondamentali dell’esistenza di una “separazione 
di fase” anche nelle cellule e’ che se trattiamo  le membrane 
plasmatiche con detergenti si ottengono delle frazioni definite 
“membrane resistenti ai detergenti” che contengono 
principalmente colesterolo, sfingolipidi e alcuni tipi di proteine 
di membrana, principalmente proteine ancorate al glicosil 
fosfatidil inositolo o GPI.  Simons e Ikonen proposero di 
chiamare queste strutture “Zattere Lipidiche” in inglese 
ovviamente LIPID RAFT o semplicemente RAFT 
 
L’ipotesi proposta e’ 
che  i raft servano a 
riunire in un’unica zona 
le proteine necessarie 
ad un certo scopo: ad 
esempio l’attivazione 
del BCR e TCR, ma 
anche apoptosi e 
proliferazione….MDR o 
come via di ingresso e 
di fuga per i virus come 
il  virus influenzale 
GM1
Cholera toxin
SV40
La tossina pentavalente del colera e  
SV40 legano e aggregano  GM1 in modo  
dipendente dal colesterolo, formando 
domain micrometrici 
 
Si ritiene che i raft fungano da porta  
per molti patogeni 
E’ importante ricordare che  
 
i raft o microdomini sono  strutture DINAMICHE  
sia nel TEMPO che nello SPAZIO 
e non strutture stabili 

Nelle membrane cellulari aree a diverso ordine 
possono essere importanti per le funzioni cellulari.  
 
Molte proteine necessitano della coordinazione con 
specifici lipidi: 
molti recettori presentano siti di binding per il 
colesterolo o per la sfingomielina o per altri SL, così 
come è noto che molte tirosin chinasi si legano a 
gangliosidi specifici.  
 
Il binding di lipidi ai recettori ne modula certamente 
la conformazione influenzando sia il legame al 
ligando che la via di trasduzione del segnale. 
 
Le funzioni di alcune proteine sono 
modulate dall’associazione con i raft. 
Alcune proteine  associate alle membrane sono presenti 
ad elevata concentrazione nei raft, anche se in questi la 
concentrazione proteica è bassa, suggerendo una 
funzione precisa nel raft per queste proteine. Inoltre di 
solito l’associazione è piuttosto forte.  
 
• Un motivo ricorrente per le proteine associate ai raft 
è l’ancora a Glicerofosfatidilinositolo (GPI) che può 
essere modificato con un’ulteriore acilazione 
dell’inositolo o dalla sostituzione del glicerolipide con 
la ceramide, come avviene ad esempio nella proteina 
prionica.  
Proteina prionica  
ancorata alla membrana 

• Un secondo motivo è la S-palmitoilazione di 
residui di cisteina, a volte accompagnato 
dall’acilazione in tandem dell’NH2 terminale o 
di residui di lisina o di serina, solitamente con 
un acido miristico o palmitico. 
 
 
Possono essere anche introdotti altri residui come gruppi isoprenoidi (prenilazione) 
Il colesterolo ha un ruolo  
molto importante  
nell’organizzazione  
della membrana 
Di norma  le proteine transmembrana non 
risiedono nei raft se non presentano siti di 
binding per il colesterolo o SL, o se non 
presentano delle acilazioni.  
 
Le proteine possono  presentare dei siti di binding 
specifici  per il Colesterolo.  
State identificate delle sequenze consenso : 
CRAC o Cholesterol Recognition/interaction Amino 
acid Consensus 
motivo corto lineare  che comprende (andando dal 
N.terminale al C- terminale) : 
Un residuo apolare ramificato (Leu o Val)  segiuto da 
un segmanto formato da 1-5 residui qualsiasi, segiuti 
obbligatoriamente da  un aromatico, poi ancora da 1-5 
residui qualsiasi, seguiti da 1 residuo  basico (lys o Arg) 
 
(L/V)-X1−5-(Y)-X1−5-(K/R).  
 
The CARC Domain 
Simile a CRAC ma con una orientazione opposta 
nella catena polipeptidica, per cui e’ stato 
denominato CARC. A differenza di CRAC il residuo 
aromatico centrale DEVE essere o una Tyr o Phe. 
 
La presenza del residuo  basico in questi motivi  
assicura che siano posizionati correttamente  
all’interfaccia polare/apolare di un domain 
transmembrana, esattamente dove si suppone si 
trovi il colesterolo.  
 
- See more at: 
http://journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fphys
.2013.00031/full#sthash.lF92u0Dg.dpuf 
 Proteine che non presentano questi motivi però 
possono essere reclutate nei raft per interazione 
con proteine che risiedono nei raft. 
 
 Alcune proteine hanno una funzione 
importante nell’organizzare complessi multi-
proteici all’interno del raft: uno di questi 
elementi è la caveolina 1 che ha una funzione 
importante nell’organizzazione delle caveole, 
che sono un tipo particolare di raft.  
 

La funzione di una proteina può essere 
modulata dai raft attraverso 3 meccanismi 
principali: 
 
1) l’associazione di una proteina con la fase 
liquido-ordinata (che ha quindi una fluidità 
ridotta rispetto alle aree di membrana 
circostante) può indurre un’interazione più 
stabile con altre proteine del raft  che sono 
segregate nello stesso raft, favorendo un co-
clustering.  
Questa associazione può favorire l’assemblaggio di 
un sistema coinvolto nella trasduzione di un segnale:  
→ o perché le molecole coinvolte sono tutte nello 
stato quiescente nel raft,  
→ o perchè vengono comunque reclutate nel raft al 
momento in cui scatta il segnale.  
L’intrappolamento in un raft delle proteine di una via 
può invece impedire che quella via venga attivata in 
modo non appropriato. 
Diversi raft possono fondersi a formare complessi di 
grandi dimensioni, come avviene nella sinapsi 
immunologica.   
 
2) L’associazione di una proteina con il rigido 
ambiente lipidico di un raft, può portare a 
cambiamenti conformazionali che possono 
modularne l’attività, in modo indipendente dalla 
formazione di complessi proteici. 
 
3) Le proteine concentrate nei raft avrebbero 
maggiori probabilità di interagire con i lipidi 
complessi come i GSL, in particolare i gangliosidi, 
di cui è nota l’attività regolatoria su molti 
recettori  tirosin kinasici. I meccanismi di questa 
interazione sono spesso ancora oscuri.  
 
Uno dei meccanismi più studiati è l’interazione 
di EGFR e GM3: 
 
se EGFR  si trova in proteo-liposomi composti di 
PC insatura, SM e colesterolo in un rapporto 
molare che permetta la separazione delle fasi 
liquido ordinata e liquido disordinata, GM3 è in 
grado di inibire l’ autofosforilazione senza 
impedire il binding del ligando,  
ma non se il rapporto molare tra i lipidi 
mantiene la vescicola nello stato disordinato.  
 
 
l’auto-fosforilazione del  recettore per EGF è 
inibita dal ganglioside GM3.  
l’effetto inibitorio è mediato dall’interazione 
“side by side” carboidrato-carboidrato tra 
l’oligosaccaride della testa polare di GM3  e un 
glicano legato all’N composto da residui 
terminali multipli di n-acetilglucosamina 
(GlcNAc) del recettore.  
L’interazione come già detto è possibile solo in 
un ambiente Lo come il raft. 
 
 
Indications for the presence of 
the EGFR in microdomains have 
been obtained using single-
molecule imaging of the EGFR 
(Orr et al., 2005). The mobility 
of the EGFR in those 
microdomains was shown to be 
dependent upon cholesterol 
and the cytoskeleton. 
In realta’ il ruolo rei raft nell’attivita’ di 
signalling di EGFR (o di altri recettori)  e’ piu’ 
complessa……  
I raft pero’ non sono universalmente accettati: vi sono 2 
scuole di pensiero….. 
Chi li accetta e chi no, anche perchè con il tempo sotto il 
nome di raft si sono voluti fare passare anche strutture 
molto diverse tra loro e la tecnica di isolamento – cioè il 
trattamento delle membrane con detergenti come il 
triton X100 – possono dare dei risultati per lo meno 
ambigui . 
 
 
 


3 Membrane, proteine e lipidi 

La membrana come una serie di recinti o “corral” dove le proteine e i lipidi  
possono muoversi liberamente solo entro spazi ristretti delimitati in buona  
parte dal citoscheletro 

fetal rat skin keratinocytes 
Normal rat keratinocytesl 
GPCR 
PL insaturo 


1972 Singer e Nicolson: Teoria del mosaico fluido (rivista 
gia’ nel 76) 
 
10 anni dopo si suggeriva che  
“l’organizzazione dei componenti lipidici delle membrane 
in domain” fosse guidata dall’esistenza di diverse fasi 
nell’ambiente lipidico.  
Ad esempio l’alta percentuale di colesterolo e di GSL che 
deve essere presente nella membrane apicale delle cellule 
epiteliali guiderebbe il sorting delle membrane in 
costruzione nel percorso intracellulare 
La tendenza ad autoaggregare di questi lipidi  sarebbe la 
forza trainante per il loro sorting nelle membrane da 
inglobare nella membrana plasmatica apicale.   
Le evidenze sperimentali di questo si sono ottenute dopo 
circa 20 anni, a dimostrazione della difficoltà di lavorare 
con i lipidi. 
 
The Fluid—Mosaic Membrane Model of 
biological membrane structure, as originally 
proposed in 1972.  
A schematic illustration of a modification of 
the Fluid—Mosaic Membrane Model, as 
envisioned by Escribá and colleagues in 2008. 
Different lipids are indicated in various colors 
forming specialized domains around integral 
membrane proteins and gylcoproteins as well 
as being asymmetrically distributed across the 
membrane. 
Queste teorie sono alla base dell’ipotesi che la 
membrana posso contenere dei micro domain lipidici 
organizzati  da e per alcune proteine, cioè 
rappresentino dei domain anche funzionali, e con 
composizioni lipidiche particolari, che ne modificano 
la fluidità.  
Questi raft sono ancora una ipotesi, perché le 
evidenze sperimentali sono spesso controverse, ma 
spiegano tutta una serie di dati che si verificano 
sperimentalmente.  
Oggi poi con le nuove tecniche di imaging molecolare 
(sulla singola molecola grazie alle nuove  tecniche 
ottiche non lineari) stiamo avendo delle conferme 
forse più consistenti e meno soggette ad artefatti. 
 

Le membrane biologiche sono sistemi 
sicuramente lontani dall’equilibrio 
per cui gli esperimenti fatti su zone di 
membrana isolate o su membrane modello sono 
ovviamente già pregiudicati dal fatto che ci 
mettiamo in una condizione di equilibrio.  
 
Inoltre le membrane modello sono ovviamente 
un sistema semplificato rispetto all’enorme 
complessità delle membrane  biologiche.  

